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結果：ED2、ED3 発現によって、ED1+マクロファージ中に 4 つのサブセット
（ED2+ED3+、ED2+ED3-、ED2-ED3+、ED2-ED3-）を認めた。異系群の ED1+
マクロファージは、術後5，7日目に同系群より有意に増加し、ED2+ED3+、ED2+ED3-






ジは ED3-マクロファージよりも TNF-α 産生細胞の割合が有意に高かった。IL-10、
IFN-γ 産生細胞はどのサブセットでも認められなかった。CCR2、CX3CR1 発現も、
ED2 の発現にかかわらず ED3+マクロファージで ED3-マクロファージよりも高かっ
た。 






































ED2（抗 CD163）と ED3（抗 CD169）の両モノクローナル抗体は、組織マクロファ
ージを規定する 8)。ED2 は別名 M130 9)で、ED3 はシアロアドヘシンとも呼ばれる
レクチン様レセプターで、組織の活性化マクロファージで発現する 10)。またマクロフ
ァージは、古典的活性化マクロファージ（M1）と代替活性化マクロファージ（M2）
とに分けられるが 11)12)、M1 マクロファージは組織障害型で ED3+マクロファージに
類似し 10)11)13)14)、免疫制御や免疫抑制能を有する M2 マクロファージは ED2 を発現

















3．研究目的   









法人東北大学における動物実験等に関する規定（平成 19 年 6 月 27 日）」に準拠し行
った。6-7 週齢の雄性 Lewis（LEW）ラットならびに Brown Norway（BN）ラット
を Japan SLC, Inc.（静岡、日本）より購入した。 
 
手術手技 
 異所性 ITx がラット間で施行された。麻酔はイソフルレンで導入・維持を行った。
ドナーラットは、移植前 12-24 時間絶食とした。大動脈の一部を付けた上腸間膜動脈










 実験群は 2 群とした（同系（非拒絶）群：LEW⇒LEW、異系（拒絶）群：BN⇒




フィン包埋し環状のまま 2-3 μm に薄切し、ヘマトキシリン-エオジンで染色した。
同系グラフトは、どのポイントにおいてもほぼ正常の組織像を呈した（図 1A、C。異


















や粘液を除去した。腸管は 5 mm 大に細切し、2 %ウシ胎児血清（fetal calf serum、
FCS）と ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)を添加した Roswell Park 
Memorial Institute（RPMI）-1640 培養液（和光純薬）25 ml にて 37 ℃下で 20 分
間培養した。組織片を 2 %FCS 添加 RPMI で 2 度洗浄後に、2 %FCS 添加 RPMI 培
養液にて 37 ℃下で 20 分間培養した。切片を 1 mm 大に細断したのち、2 %FCS と
6000 単位のコラゲナーゼ TypeIV（シグマ-アルドリッチ）を添加した RPMI 15 ml
にて 37 ℃下で 15 分間培養し、ろ液を回収、この操作を 2 度行った。ろ液は、セル
ストレイナ （ーBD バイオサイエンス ジャパン）でろ過後に遠心しペレットを採取し
た。ペレットを溶血バッファー（ロンツァ）にて溶血させ、 2 %FCS 添加
phosphate-buffered saline（PBS）で 5 分間 800 g にて洗浄した。細胞ペレットを 1 






解を行なった（各群 n＝3 か 4）。ED3(マウス由来抗ラット CD169、セロテック) モ
ノクローナル抗体は NHS-LC-biotin(サーモサイエンティフィック)でビオチン化し
た。 
採取した細胞は 2 %FCS と 10 %正常ラット血清を含む PBS でブロッキング後、
fluorescein isothiocyanate（FITC）標識 ED2(マウス由来抗ラット CD163、セロテ
ック) とビオチン化 ED3 モノクローナル抗体で染色した。ED3 に対する二次抗体に
はストレプトアビジン化 allophycocyanin（バイオレジェンド)を用いた。細胞内染色
のために、細胞は Leucoperm®（セロテック)によって固定と細胞膜透過処理を行っ
た。2 %FCS と 10 %正常ラット血清を含む PBS でブロッキング後、phycoerythrin
（PE）標識 ED1(マウス由来抗ラット CD68、セロテック)モノクローナル抗体で染
色した。本研究では、ラットの汎マクロファージマーカーである ED1 陽性細胞をマ








異系グラフトを使用した（n=3）。細胞は 2 %FCS と 10 %正常ラット血清を含む PBS
でブロッキング後、FITC 標識 ED2 とビオチン化 ED3 モノクローナル抗体で染色し
た。ED3 に対する二次抗体にはストレプトアビジン化 PE-Cy7(BD バイオサイエン
ス)を用いた。細胞内染色のために、細胞は Leucoperm®によって固定と細胞膜透過
処理された。2 %FCS と 10 %正常ラット血清を含む PBS でブロッキング後、Alexa 
fluor®647 標識 ED1 モノクローナル抗体（セロテック）と、炎症性サイトカインで




ロイキン（IL）‐10 (BD バイオサイエンス) か、PE 標識マウス由来抗ラットイン







ため、術後 7 日目の異系グラフトを使用した（n=3）。CCR2、CX3CR1 の発現状況に
よってラット単球のフェノタイプが CCR2highCX3CR1low と CCR2lowCX3CR1high と
に区別されるという報告を基に 19)、CCR2、CX3CR1 の発現を解析した。CCR2 は単




細胞は 2 %FCS と 10 %正常ラット血清を含む PBS でブロッキング後、FITC 標識




allophycocyanin 標識ヒツジ由来抗ラビット IgG 抗体（R&D システムズ）を用いた。
細胞内染色のため、細胞は Leucoperm®によって固定と細胞膜透過処理した。2 %FCS
と 10 %正常ラット血清を含む PBS でブロッキング後、PE 標識 ED1 モノクローナル
抗体で染色した。結果は、活性化マクロファージの自家蛍光を削除するため，平均蛍
光強度（mean fluorescent intensity、MFI）の差（ΔMFI）（ケモカインレセプター
染色の MFI から陰性コントロールの MFI を引いた）で示した。 
 






染色細胞は FACS CantoII フローサイトメーター（BD イムノサイトメトリーシステ





の 2群間の差の検定には、F 検定の結果により等分散であれば Student の t 検定を、異











AR 時の 4 つの異なる腸管マクロファージサブセット 
ED1+細胞群は、全ての ED2+細胞と多くの ED3+細胞を含んでいた（図 2A）。ED1+
マクロファージにおける ED2、ED3 の発現状況を解析すると、4 つのサブセット
（ED2-ED3-、ED2-ED3+、ED2+ED3-、ED2+ED3+）が存在し、それらのサブセッ
トは、高度 ACR 状態である術後 7 日目の異系グラフトで顕著であった（図 2A、B）。 
 
小腸移植後 AR 時の ED1+マクロファージの増加 
グラフト中の ED1+マクロファージの割合は、術後 1 日から両群で正常コントロー
ルより増加した（図 3A）。ED1+マクロファージの割合や細胞数は、同系群では術後
3日をピークとし5日には低下したが、異系群では術後7日まで増加し続けた（図3A、
B）。また術後 5、7 日目において、異系群の ED1+マクロファージは、同系群より 3
倍以上高かった（術後 5 日目 p< 0.001、術後 7 日目 p< 0.001）。術後 1 日目にも異系
22 
 
群では同系群よりマクロファージは増加していたが、差は認められなかった（p= 0.1）。  
   
小腸移植後 AR 時の ED1+マクロファージ中の ED2、ED3 の増加 
ED1+マクロファージ中の ED2+細胞の割合は、両群ともに術後 1 日目から正常コン
トロールより増加した。しかし同系群では、上昇後に正常コントロールレベルまで低
下したが、異系群では増加し続けた（図 4A）。異系群の ED2 の割合は、術後 7 日目
に同系群より有意に増加した（p= 0.02）。 
ED1+マクロファージ中の ED3 の割合は、両群とも 3、5、7 日目に（異系群 5 日目




 術後 7 日目の異系群の ED2+ED3+サブセットの割合は、正常コントロール並びに
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術後 7 日目の同系群より有意に増加した（対正常コントロール p=0.007、対同系群
p=0.01）（図 5A）。術後 1 日目にも異系群の ED2+ED3+サブセットの割合は同系群よ
り増加したが、有意差はなかった（p=0.06）。  
 異系群の ED2+ED3-サブセットの術後 7 日目の割合も、正常コントロール並びに
術後 7 日目の同系群より有意に増加した（対正常コントロール p=0.02、対同系群
p=0.01）（図 5B）。 
 両群の ED2-ED3+サブセットの術後 7 日目の割合は、正常コントロールより有意
に増加したが（同系群 p=0.04、異系群 p=0.01）、2 群間に差を認めなかった。（図 5C）。 
 異系群の ED2-ED3-サブセットの術後 7 日目の割合は、正常コントロール並びに術






 TNF-α 産生細胞の割合における 4群間の分散分析において有意差を認め（p=0.001）、
対比較を行ったところ、ED2 発現の有無にかかわらず ED3+マクロファージを含むサ
ブセットで、ED3-マクロファージより有意に高い傾向を認めた（ED2+ED3+対
ED2+ED3- p=0.018、ED2-ED3+対 ED2-ED3- p=0.008、ED2+ED3-対 ED2-ED3+ 
p=0.006、ED2+ED3+対 ED2-ED3- p=0.017）（図 6）。IL-10 や IFN-γ 産生細胞は、
どのサブセットにおいても認められなかった（データ公表せず）。 
CCR2 発現も、4 群間の分散分析において有意差を認め（p=0.003）、さらに対比較
を行ったところ ED2 の発現の有無にかかわらず ED3+サブセットで有意に高い傾向
を示した（ED2+ED3+対 ED2+ED3- p=0.043、ED2-ED3+対 ED2-ED3- p=0.02、













 本研究では、フローサイトメトリーを用いて ITx 時のラット腸管マクロファージの
動態変化を初めて解析した。その結果、全ての ED2＋細胞と多くの ED3+細胞が ED1














れた。また術後 1 日目にも ED2＋ED3+サブセットの増加を認めており、この変化は

















れ 11)12)、M1 マクロファージは組織障害型で ED3+マクロファージに類似すると前述
したが 10)11)13)14)、本検討でも ED3+マクロファージは炎症性の性質を示し M1 に相当
した。一方、今回の検討では ED2+マクロファージは TNF-α の抑制作用や抗炎症性
サイトカインである IL-10 の産生細胞を認めず、サイトカイン産生の点では ED2 は











ある CCR2highCX3CR1int/low サブセットは MCP-1 に反応して炎症組織へ浸潤し、
CCR2lowCX3CR1high サブセットは MCP-1 よりむしろフラクタルカインに反応する
19)24)25)。Yrlid らは、ラット血中単球も CCR2highCX3CR1low と CCR2lowCX3CR1high
の二つのサブセットに分けられると述べている 19)。しかし今回のラット腸管マクロフ
ァージ実験では、ED2+ED3+と ED2-ED3+は CCR2highCX3CR1high の傾向を、
ED2+ED3-と ED2-ED3-は CCR2lowCX3CR1low の傾向を示し、Yrlid らとは異なる結
果となった。この違いは、血中単球と腸管マクロファージの差異の可能性が示唆され











今回の結果からは CCR2 や TNF-α が作用点の候補に挙げられた。Yin らは、スタチ
ン投与による CCR2 のダウンレギュレーションがラット心移植時の虚血再灌流障害
を軽減したと報告している 26)。また TNF-α 阻害剤は、既に臨床 ITx においてステロ
イドやムロモナブ-CD3（オルソクローン OKT3）抵抗性 AR に対して用いられてい
る 27)。TNF-α 阻害剤の作用機序として、TNF-α 産生細胞の減尐や T 細胞や単球のア
31 
 





ージが拒絶反応に関わっているといってよい 28)。ヒトでは ED1・2・3 によるマクロ
ファージサブセットの解析は行われていないが、ラット活性化マクロファージのマー
カーである ED3（CD169） は、ヒト腎炎で ED3＋マクロファージが増加したと報告











本研究では、ED1+マクロファージ中の 4 つのサブセット以外にも ED3+ED1-サブ
セットを認めた。このサブセットは異系群より同系群で認められ、AR への関与は低
いと推測された（データ公表せず）。しかし Ito らは、ラット糸球体腎炎モデルの非




7．結論   





ターの発現傾向から、TNF-α 阻害剤や CCR2 拮抗剤が、制御薬剤の候補として挙げ
られた。一方で、本研究では ED2＋ED3+サブセットと ED2-ED3+サブセットの性質
の差は解明できなかった。また TNF-α 産生細胞とケモカインレセプター発現細胞の
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1. 移植後 5、7 日目のグラフト組織像（ヘマトキシリン・エオジン染色） 
（A、B）移植後 5 日目の陰窩部拡大像（×400）（A：同系群、B：異系群） 





2. ITx 後 AR 時の小腸マクロファージの 4 つの異なるサブセット 
（A）正常コントロール、術後 7 日目の回腸の非リンパ系白血球における ED1、ED2、
ED3 発現に関するフローサイトメトリー解析（n＝3 か 4）。ほぼ全ての ED2+細胞と
ほとんどの ED3+細胞が ED1+細胞に含まれた。術後 7 日目には ED1+マクロファー
43 
 
ジ中に 4 つのサブセットが存在した。（B）ED1、ED2、ED3 によるラット腸管マク
ロファージサブセットのシェーマ。灰色領域は、ED1+マクロファージを示した。  
 
3. ITx 後 AR 時の ED1+マクロファージの増加 





示した（*p<0.05 対正常コントロール、 #p<0.05)。 
 
4. ITx 後 AR 時の ED1+マクロファージ中の ED2、ED3 の増加 









5. ITx 後 AR 時の ED1+マクロファージ中の 4 つのサブセットの増加 





合を平均±標準偏差で示した（*p<0.05 対正常コントロール、#p<0.05)。  
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6. ITx 後 AR 時の各サブセットにおける TNF-α 合成 
マクロファージは、術後 7 日目の異系グラフト回腸から採取された（n=3）。各サ
ブセットの TNF-α 合成細胞の割合が細胞内染色法を用いて測定された。グラフは、
各サブセットの TNF-α 合成細胞の割合を平均±標準偏差で示した（*p<0.05）。 
 
7. ITx 後 AR 時の各サブセットにおける CCR2、CX3CR1 の発現 
マクロファージは、術後 7 日目の異系グラフト回腸から採取された（n=3）。各サ
ブセットにおける CCR2（A）、CX3CR1（B）の発現量が、フローサイトメトリーに
よって測定された。グラフは、各サブセットの CCR2（A）、CX3CR1（B）のΔMFI
を平均±標準偏差で示した（*p<0.05）。 
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10．図 
図 1 
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図 2 
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図 3 
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図 4 
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図 5 
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図 6 
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図 7 
 
 
